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NOVELTY - Differentiated heart cells used as in vitro heart disease 
models, are produced by embryoid body differentiation of embryonic stem 
cells (ES), carcinoma cells (EC), or germline cells (EG), of 
vertebrates (including humans), using e.g. hanging drop or mass 
cultures. The culture conditions are selected to alter normal 
differentiation, and the cells differentiate into cells with 
pathological traits. 

DETAILED DESCRIPTION - An INDEPENDENT CLAIM is also included for a 
method for producing the differentiated heart cells, comprising plating 
5- to 7-day old embryoid bodies onto tissue culture dishes coated with 
a complex mixture of extracellular matrix proteins and growth factors 
(Matrigel (RTM) ) and overlaying the cultures with the mixture at 
intervals of 1-3 days. 

USE - The cells are useful as in vitro models for arrhythmia, 
cardiac hypertrophy or ischemia, especially in screening assays for 
antiarrhythmic drugs or for developing therapeutic strategies against 
ischemia . 

pp; 8 DwgNo 0/4 

Technology Focus: 

TECHNOLOGY FOCUS - BIOLOGY - Preferred Cells: Cells with arrhythmic 
action potentials are obtained by adding extracellular matrix proteins 
and growth factors that cause differentiation into an increased 
proportion of pacemaker cells. Cells with hypertrophic properties are 
obtained by addition or overexpression of cytokines, e.g. tumor 
necrosis factor alpha, growth factors or hormones. Ischemic cells are 
obtained by reducing the supply of nutrients, e.g. glucose, or oxygen. 
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International Patent Class (Main) : C12N-005/02 



Derwent WPI (Dialog® File 351): (c) 2004 Thomson Derwent All rights reserved. 



O 2004 Dialog, a Thomson business 

BEST AVAILABLE COPY 



http://www.dialogweb.com/cgi/dwclient?req=1094146835777 



9/2/2004 




® BUNDESREPUBLiK ® Off eiilegungsschrift 

DEUTSCHLAND ^gg 43 234 A 1 




DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



® 



@ Aktenzeichen: 
@ Anmeldstag: 
® Offenlegungstag: 



® lnt.Cl7: 

C12N5/02 



19843 234.8 
9. 9.1998 
23. 3.2000 



M 

9 

00 
0> 



III 



@ Anmetder 

Institut fur Pflanzengenetik und 
Kulturpflanzenforschung, 06466 Gatersleben, DE 



® Erfinden 

Wobus, Anna M., Dr., 06466 Gatersleben, DE 

@ Entgegenha^tungen: 

J. Mol. Cell. CarchioL 29, S. 1525-39; 

Dev. Biol. 197(2), S. 422-39, 1995; 

J. Cell. Sci. 109(13) S. 2989-2999, 1996; 



Die f olgenden Angaban sind den vom Anmelder eingeraiehten Unterlagen entnommen 

PrQfungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(g) Differenzieite Herzzellen mit pathologischen Merkmalen als in vitro-Modell fur Herzerkrankungen 
<g) Die Erfindung betrifft Herzzellen mit pathologischen 
I Merkmalen, ihre Entwicklung aus embryonalen Stamm- 

zellinien und ihre Venwndung, insbesondere als vitro- 
Modell fQr Herzerkrankungen (z. B. Arrhythmie, Hypertro- 

phie, Ischamie). Anwendungsgebiete der Er^ndung sind 

die Pharrnakologie und die Medizin (Kardiophysiologie). 

Die Erfindung hat zum Ziel, durch geeignete Wahl der Dif- 

ferenzierungsbedingungen Zellinien mit pathologischen 

Merkmalen zu gewinnen, die fur spezifische Anwendun- 

gen in der Pharmakologie (Screening von Wirkstoffen) 

und der Medizin (Entwicklung von Therapiestratoglen) 

dienen konnen. 

Differenzierte Herzzellen aus embryonalen Stammzellini- 
en als In vitro-Modell fOr Herzerkrankungen (Arrhythmie, 
Hypertrophie, Ischamie) werden gemaR der Erfirwiung 
^ durch embryoid body Differenzierung von ES-Zellen. EC- 

< Zellen Oder EG-2ellen von Vertebraten (eInschliefSlich des 
Menschen) in der l\^assenkultur ('mass culture'), im han- 
^ genden Tropfen ('hanging drop') oder mit Hilfo andarer 
^ Verfahreri erhalten, wobei das Verfahren dadurch gekenn- 
^ zeichnet ist, daS wahrend der Differenzierung Agenzien 



r — .^•■•v<Vi|&|e|UII|f 

^ zugesetzt oder Kulturbedingungen gewahit werden, die 

g das normale Differenzierungsprogramm dahlngehend 

^ verandern, daB ein verandertes Entwicklungsprogramm 

00 aktiviert wird, so da& Herzzellen differenziert werden, die 

0> pathologische Merkmale aufweisen. 

Ill 
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fieschrcibung 



Die Erfindung bctriffi HerzzeUcn mit pathologischen Merkmalen, ihie Entwicklucg aus embryonalcn Stammzellinien 
und ihrc Voweadiing, insbesondere als in vitro-ModeU fiir Herzerkrankungen (z, B. Arrhythinie, Hypertrophie, Iscb- 
amie). Anwendungsgebiete der Erfindung sind diePharmakologie und die Median (Kaidiophysioiogie). 

Embryonale Stanimzellen (ES-ZeUen), embryonale KarzinomzeUen CEC-ZeUen) und embryonale KeimzeUen (aus 
pnmordialen KeimzeUen etablierte EG-Zellen) dififerenzieren, wenn sie in dieidimenstonaleu Aggregaten, sogenannten 
"embiyoid bodies" (EBs) kultiviert werden. in fiinktionelle Heizzellen in vitto. Es handelt sich bci diesen ES- EC- oder 
HG-ZeUen um pamanente ZelUnien, die sich duich Mgenschaften undiffeienzierter embryonaler ZeUen auszeichnen 
und die nach Entwicldung in der ZeUkultur ftinktionelle Hgenschaften differenziater ZeUen ausprflgen. 

FiSr aus ES-Zellcn diflfercnzierte Ilcrzzellen konnte nachgewiesen werden, daB diese im innbUck auf Genexpression 
und fon^onelle Eigenschaften den speziaKsierten Zellen des Atriums, des Ventrikels und des Schrittmacherzentrums 
enteprechen. DieHerzzellen reagieren mitcharakteristischen chronotropen Effekten auf kardiotrope Agenzien (Wobas et 
^^^^^^ Wobus et al.. In vitro CeU. Dev. Biol. 1994, 425 [siehe Patentschrift 

DD 299 439/35}). Ein kurzlich entwickeltes Verfahren eimdgUcht die computeigestutze Of assung chronotroper Effekte 
fiir Routmeuntersuchungen pharmakologischer Eigenschaften von herzakriven Verbindungen (Pidi et aL, Biofonim 
20i ^36 540, 1997), 

Die Wahl der Kuliurbedingungen bestimmt die Effizienz der HerzzeUdifferenzierung sowie das Diffeieuzienmgsinu- 
ster, d. h., durch exogene Einfliissc kann das Differcnzierungsprogramm moduliert und die Differenzieruagsindutoion in 
einen bestimmten HerzzeUtyp eneicht werden. So wurde z. B. fiir die spezifische Induktion in ventriku^ ZeUen die 
zeitabhangige Behandlung mit einer bestimmten Konzentration des Differenzierungsinduktors Retinsaure (RA) als ef- 
fekuve Differenzierungsinduktion ermittelt (Wobus et aL, J. Mol. CeU CaidioL 29, 1525-39, 1997). 

Die Erfindung hat zum Ziel, durch geeignete Wahl der Differenzierungsbedingungen ZelMen mit pathologischen 
Merkmalen zu gewinnen, die fiir spezifische Anwradungcn in daPhannakologie (Screening von TOrkstoffen) and der 
Medmn(EntwicklungvonTherapiestrategien)dienenk5nnen, 

Sc^^^^""^ ^^^^ ^ Patenumsprilchen realisiert, das zu schQtzende Mafahren zeicbnet sich duich folgende 

1. ES-ZeUen, EC-ZeUen oder EG-ZeUen von Vertebraten werdwi in an sich bekannter Weise in embryoahoHchMi 
t^F^^^* ° sogenannten "embrydd bodies" (EBs) differenzi^^ Dabei spieU es keine RoUe, ob die anbryoid 
body-Differenzierung in der Massenkultur fmass culture") oder in anderen Kulturverfahren, z. B. im hancraiden 
Tropfen, erf olgt * 

\7!^^^ Differenzierung werden gemaB der Erfindung Agenzien zugesetzt oder KulUirbedingungen ge- 
wahlt, die das normale Differenzierungsprogramm dahingehend verandern, daB ein verSndertes EntwicldlmssKO- 
gramm aktiviert wird, so daB Herzzellen differenziert werden. die pathologische Merianale entwickein Durch Wahl 
bestimmtfiT Induktoren (z. B. extrazeUulare Matrixfektoren und/oder Wachstumsfaktoren) kdnnen z. B* vofrwiegend 
SchrittmacherzeUcn mit arrhythmischen Akdonspotentialen differenziert werdca Andeie VcasuchsbedincimEKi 
konnai zur Entwicklung vorwiegend von HerzzeUen nrit Eigenschaften hypertjopho: Zellen fiihrra cSeEntwSk- 
hmg, die z. B. mit einer Reaktivierung der Expression fetaler Gene vobunden isL 

3 DieEBs werden nach einer geeigneten Zeit, in der Kegel nach 5 bis 7 T^ra der Suspensionskultnr, auf adh3swe 
SS^u^S^^ ^ anheften und neben qntfaeUalen und andereo ZeUen Aieale spontan pulsieiender Hen- 

4. Zur Entwicklung von anhythmisch schlagenden Herzzellen aus ES-ZeUen (es kann jede beUebiee ES-Zellinie 
ong^t werden) wuidc die Behandlung der differenzierenden EBs erfindungsgemSB mit dnem komplexen Ge. 
misch aus ©clrazellularai Matiixproteinen und Wachstumsfaktaen (MATRKffiL) nach dem folgenden^ Verfehren 
eingesetzt Dabei kann jedes Veif ahrra der EB-Differenzierung eingesetzt werden, das dne genugend hohe Aus- 
beute an spontan schlagenden Herzzellen ergibt (siehe Anmerkung unter 1): 

Vensuchablauf zur Entwicklung anhythmisch pulsiercnder HerzzeUen, schematisch dargestellt in Abb, 1 mit einem 
gewahlten Beispiel von 5 Tagen der EB-Differenziening und Hatderung. 

a) ES-ZeUen (z. B. n = 600 Zellen) der Linie Rl oder anderer ES-, EC- odw E(}-ZcUinien werdtti im hSneeo- 
den Ttopfen m 20 pi Differmzierungsmedium fiir die Dauer von 2-3 Tagen und anschliefiend fOr db Dauer 
von 2 bis 6 Tkgen (in der Regel von 3-4 I^gen) in Suspensionskultur in bakteiiologischen Pbtrischalen kulti- 
viert ISCOVE-Medium (Gibeo. BRL) wuxl mit LrGlutamin, niditessentieUen Aminosaurea Mbnodiioglyce- 
rol und 20% ftitalem Kalberserum supplementiert Es ist prinzipieU jedes Medium geeignet, d^ eine gentond 
none Ausbeute an spontan pulsierenden Herzzellen ergibt 

b) 5 bis 7 Tage alte EBs (in der Regel werden 5 l^e alte HBs plattiert) werden auf Gewebekulturschalen plat- 
tiert, die vorher mit 10 pg/ml Matrigel (z. B.. MAERIGffiL^-Brand", = basement membrane matrix Collabo- 
rative Biomedical Products) beschichtet wurdea Das eingesetzte Matrigel hat im einzelnra die feleeode Zu- 
sammensetzung: ^ 
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Komponente 

Laminin (rog/mg Protein) 
Collagen IV (mg/mg Protein) 
Heparan Sulfate 

Proteoglycan (mg GAG/mg Protein) 

Entactin (mg/mg Protein) 

EGF(ng/ml) 

IGF-1 (ng(ml) 

PI>GF(pg/mI) 

NGF (ng/ml) 

TCT-beta (ngfeil) 

% Protein-Gel 
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Zusammensetzung von Matrigel 

MA-mOEL 
Matrix 

0.81 
0,45 
0,025 

0,12 
0,5-U 
15,6 
12 

<0,2 

2,3 

80 



Nach wcnigen Tkgen dcr Kiiltur wachsen dififcreozicrte ZeUen, cinschUeBlich spcmtan pulaerrader Herazellcn, aus 



den £Bs aus. 



c) Die Matrigel-Behandlung wild als Oberschichtung ("overlay") wahrend der folgenden Kulturtage im Abstand 
( ) vonlfe3'IkgeQbiszu4malwiederbolt.Dabeiwird^ 

das Matngel enthalt, den Kulturen zugesetzL Bereks cine einmalige Gabe von Matrigel fOhrte zu eina ErhShung 
der HerzzeU-Differenzierung, einem verlangerten Zeitmuster schlagender Heizzdlen im Diffeienzieruncsverlatrf 
sowie zu einer Zunahiue des Aaieils airhylhmisch pulsierender HerzzeUen, im Vfeigleich zu solchen Kulturen die 
ohnc Matrigd kultivicrt wurdai (= Kontiollc). Bino vicrmaUgc wicdcrboltc Gabc von Matrigel crfadhtc die Effi- 
zi^ der Heizzdldi£ferenziening sowie den Anteil anfaythmisch pulsierender HerzzeUen im Vergleich zur Kon- 
froUe. So sind m den ^^el-behanddten Kiiltuiea 26 Tuge nach Platderung 5 T^ge alter embryoid bodies (= 5 + 
2Gd, siehe Abb, 2) 45.0% anhythmisch pulsierendc Areale vorhanden, wahiend in den KontroUen nur 12 5% ar- 
riiyttmiisch pulsierende Areale - bei wesentUch geringerer HerzzeUdifferenzieningeffizienz (siehe Abb. 2) - vor- 
handen smd. ^ 

WShrend in den KontioUzeUen der Anteil an spontan schlageaden HerzzeUen etwa am Tbg 36 nach Plattierunfi 5 Thee 
alter EEs gegen Null geht, enthalten die Matrigel-induzierten Kulturen in etwa 60 bis 70% der EEs spontan scUaeende 
Areale nut Herzzellen, d. h., es sind noch Zellen mit Schrittmacheraktivitat voibanden. Diese ZeUen zeigen jedoch vor- 
wiegend arrhythmische Aktionspotentiale mit z. T. hohen Pulsations-'FrequenzeQ. 

Obwohl in den KontroUkulturen auch einzelne Areale spontan pulsierender Herzzellen airhythmische Pulsationsfie- 
quen»n zeigen. ergibt erst die Matrigel-Induldion die fur die Sc^ 

vonAntt-AniiytbmikaerfarderiicheAnzamvonarrhytfamischschlagcn^^ ^ 

d) In VersuchMi mit isoHerten HerzzeUen kemite gezdgt wetden, dafi Matrigel den AnteU der Zellen mit Schritt- 
macheraktivitat signifikant ecfadhte und die Diflferenziening in spezialisierte HMzzellformen hemmte, so daB derln- 

^ duktion von Herzzellen in anhythmisch pulsieieode HerzzeUen duich Matrigel offenbar eine fehleriiafie Entwidc- 

, ; ^^ZelknmtSchtittmacheraktionqxjtOT csdifferen- 

zicren oflfensichtlich weniger Zellen in spezialisierte Herzzellen. z. B. VentiikelzeUen. 

g die&fassung<ter&hlag^ (Nikon). Dabei werden 

HeUigkatsunleischiede m Frequenzmuster uberfiihrt und die Werte computeigestutzt digitalisiert und erfeBt 
0 die Matngel-mduziatcn Herzzellen werden dann eingesetzt, urn die Wuicsamkdt von Anti-Arrbythmika zu un- 
tersuchen. Dabei entspncht das \brgehen piinzipicll dem im Patent DD 299 439/B5 bescbriebenen Verfahren einer 
kumulativen Wirkstoffeugabe und einer Messung der die Schlagfi»quenz normalisienmden Bffekte mit Hilfe des 
Imagmg- Verfahiens (siehe Abb. 3 und 4). 

zuS2 ^"^^ HerzzelhnodeU zur Verfugung, das geeignet ist, die Wrkung von Anti-Airiiytbmika in vitto 

l^aruberhinauskanndaserfindungsgemaBeVerfehreneing^ 
d^ dififerenzierten Herzzellen zu erzielen, urn daraus weiteie in vitro-Modelle flir Hetzkrankheiten zu entwickehi- 
Die cxogenc Gabe von Zytokinen, Wachstumsfaklorcn odcr Ilormonen auf diflFercnzierende EBs bzw die Obeiexurcs- 
f,nH ^^"PJIS" "^"^ ^n!?i^^ TM^alpha Oder andeie Zytokine bzw. Wachstumsfaktoien oder Hormone kodieren, 
und nachfolgende Henwclldiffeienzicning kann zur Hntwicklung von Herzyi^llen mit hypertiophen Eigenschaften fiih- 
ren. was emer I^viewng to fetalerGene (z.B. ^MHC. ANF, smooth mLscle Akdn, c-fos, c-jun 

Ui a. "immediate early genes") dnhageht 

Weiteifain kdnnen dutch Unterversoigung mit Nahrstoffen (Glukoseentzug) oder Sauerstofl&nangel ischSmische Reak- 
tionenm den differenaeienden Herzzellen ausgeldst werden. "oxmbi^uej^eaic 

Das ES-feDdipienrierungsmodell patfaologischer Herzzellen ist geeignet, im \brfeki der Etablierung von Iberapie- 
f!!^ "^^"^^^ Veranderungen kardiovaskularer (abcr auch ncuionaler) Gcwebe und Organe oder von hyper- 
Uophen HerzzeUen die Bedeutung intrazeUulSrer Signahvege zu analysieren mid efliziente Behandhmgsstrateri<«fllr 
den Emsatz am Moischen zu erarbeiten. *^ 
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Das Verfahren ist in der Zukunft besonders dann geeignet, wenn zur Heizzelldifferenzierung embryonale Stammzellen 
es Menschen, die z. B. aus piimocdialen Keimzellen etabliert werden konnen, eingcsetzt werden, 

PatentaosprQche 

1. Diflferenzierte Herzzelien aus embryonalen Stammzeliinien als in vitro-Modell fiir Herzerkrankungen (Anhyth- 
mie, Hypertrophie, Ischande) durch embryoid body Differcnzierung von ES-Zellen, EC-Zellen oder EO-Zeilen von 
Vertebraten (einschliefilich des Menschen) in der Masseokultur ("mass culture"), im hSngcnden Ttopfen ("hanging 
drop") Oder mit HilfB anderer Viafehren, dadiirch gekeanzeiclu^ daB wahrend der Dififerenzierung Agenzien zu- 
geseut Oder Kulturbedingungen gewflhlt werden, die das normale Differenzierungsprograinm dahingehend verSn- 
dcm, daB cin verandcrtes Entwicldungsprogramm akdvieit wild, so daB Ilcrzzellen diflEfcrenziert werden, die patho- 
logische M^iomale aufweisen. 

2. Difterenzierte Her/zellen nach Anspruch 1, dadurch gekenn/dchnet, daB extrazellulare Matrixfaktoren und 
Wachstumsfaktoren zugesetzt werden, die zu einem atypischen Entwicklungsverlauf der Heizzelldifferenzierung, 
verbunden mit der Dififerenzierung einer erfafihten Anzahl von Schrittmacheaaellen und in der Folge zu HMZzellen 
mit anhythmischen Aktionspotentialen fiihren. 

3. Differenzierte Herzzelien nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB durch die exogene Gabe von Zytoki- 
nen, Wachstumsfaktoren oder Hormonen auf diflferenzierende EBs bzw. die ttberexpression in ES-Zellen vot Ge- 
ncn, die TNF-alpha, Zytokine bzw. Wachstumsfaktoren oder Hormone kodicreo, und nachfolgende HcrzzeUdiffc- 

20 lenaerung dieser transgenen ES-Zellen vorwiegend Herzzelien mit hypertiophen Eigenschaflen difierenziert wer- 
den (Re-Expression fetaler (Jene, z. B. beta-MHC; ANF, SM-Aktin. Akdviearung von c-fos, c-jun). 

4. Differenzierte Herzzelien nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB duich Unterversoigung nrit Nahrstof- 
fen (Glukoseentzug) od» Sauorstoffinangd Herzzelien nit Bigenscbaften isdiSmiscber Zellen differenziert wer- 
den. 

25 5. yerfehrenzurHCTSteUungdiff«xaiziertarH«3TOllennachAnspra^^ 

an sich bekannUai Verfahnai eriialtene 5-7 TJige alle eiiibryoid bodies auf GewebekulLuren plaUien werden, die vor- 
hor mit dncm komplcxrai Gcmiscfa aus cxtrazcllulMrcn Matrixprotcinon und Wachstumsfaktoren (MATIUGEL) be- 
sdiichtet wurden, und die Matrigelbehandlung wahrend der folgenden Kulturtage im Ahstand von 1-3 Ikgen als 
Ubcrschichtung wiedediolt wird. 

30 6. Verwendung der differenzierten Herzzelien nach Anspruch 1, 2 und 5 als in vitro-Modell ftir Arrhythmien, da- 
durch gelannzeichDet, daB potendelle And-Arrhythmika den pulsierenden Herzzelien kumulativ zugegeben wer- 
den und die die Schlag&equcnz betreffenden normalisiarenden Effekte gemessen werden. 
7. Verwendung der differenzierten Herzzelien nach Anspuch 1 und 3 als ui vitro Modell zur Entwicklung von The- 
lapiestrategiea gegen kardiale Hypertrophie. 

35 8. Verwendung der differenzierten Herzzelien nadi Anspuch 1 und 4 als in vitro Modell zur Entwicklupg von The- 

lapiestrategiea gegen Ischamie, 

Hierzu 4 Seite(n) Zeicbnungen 
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Pulsierende Kardiomyozyten am Tag 5+4: 
4 Tage nach Plattierang von Sd EBs 
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Abb. 1: Differenzierungs- und Induktionsschema von arAythmisch pulsierenden Kaidiomyozyten 
nach MATRIGEL. Induktion: 1 5 Tage nach Plattierang von 5 Tage alten embiyoid 
bodies (Sd EBs) 
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Abb. 3: Muster der Pulsationsfrequenzen voa spontan pulsierenden 
Arealen aus MATRIGEL- behandelten EBs 
A: Pulsationsfrequenzen vor Lidocam-Behandlung 
B: 5 X 10^ M Lidocain (aithythmischc Pulsationen), 
C: 1 0-5 M Lidocain (partieUe Nonnalisierung der arrhythmischen 
Pulsationsfiequenzen) 
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Abb. 4: Muster der Pulsationsfirequenzen von spontan pulsierendcn 
Arealen aus MATRIGEL- bchandelten EBs 
D: Pulsationsfrequeazen vor Lidocaiii*Behaiidlung 
E: 5 X 10^ M Lidocain (airiiythmisch pulsierende Cluster), 
F: 10^^ M Lidocain (Nonnalisierung der arrfaythmischen 
Pulsationsfrequenzea) 

002 Oia/501 



i 
5 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: ' 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: . 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



